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   We have prepared a mouse monoclonal antibody (mAb) K2.7 (IgG3) by immunizing mice 
with renal cancer cell (RCC) line OS-RC-2. In a serological analysis by protein A assay, 25  out 
of 31 RCC lines reacted with the mAb K2.7 but none of the 50 other cell lines from different 
organs except for 2 cell lines did. In immunohistological analysis by indirect immunoperoxidase 
assay, 66 out of 72 renal cancer tissues showed positive staining. Metastatic lesions of renal 
cancers also reacted similarly to the primary lesion. Some restricted normal tissues including 
tubules of normal kidney showed positive staining. Specific antitumor activities of mAb K2.7 
against RCC lines were investigated in vitro by complement dependent cytotoxicity (CDC) and 
antibody dependent cell mediated cytotoxicity (ADCC) assays. In CDC assay, all of the 9 RCC 
lines were killed by mAb K2.7 and normal human serum, and killing activities of mAb K2.7 
presumably depend on the number of antibody molecules bound to the cell surface. Sera from 9 
patients with renal cancers including low and high stages showed the same killing activities to 3 
RCC lines as normal human serum. In the ADCC assay, peripheral leukocytes (PBLs) from 4 
healthy donors showed strong killing activities to RCC lines. Killing activity differed with the 
individual. PBLs from the same 9 patients as in the CDC assay showed significantly positive 
killing activity against 3 RCC lines. These findings suggest the usefulness of mAb K2.7 for the 
specific immunotherapy of renal cancer. 
                                                 (Acta Urol. Jpn. 38: 1325-1331, 1992) 













体 依存 性 細 胞障 害(antibodydependentcellme-
diatedcytotoxicity,ADCC)を介 して 行 わ れ る
(Fig.1).mAbのisotype(lgM,IgGl,IgG2a,
IgG2b,IgG3)のなか で,IgG3mAbは 他 のisoty-
peのmAbに 比 してCDCとADCGの 両 者 を 介
して抗 腫 瘍 効 果 を しめ し,特 異 免 疫療 法 を行 う うえ で
IgG3mAbは 非 常 に有 望 で あ る と思わ れ る.実 際 の
臨 床 応用 で は,malignantmelanomai)やneu「o噌
blastoma2)の治 療 にIgG3mAbを 使 用 し,そ の有
効 性 が報 告 され て い る.
今 回,わ れ わ れ は 腎癌 培 養細 胞 株OS-RC-23>を免
疫 して え られたmAbK2.7(IgG3)4)の抗 腫 瘍 活性





















材 料 と 方 法
培 養細 胞:培 養 細 胞 株 は,お もにDr.01d(the
LaboratoryofHumanCancerImmunology,Me-
morialSloan-KetteringCancerCenter,New
York)からえた.OS・RC-2と そ の シ リーズ の細 胞
株 はわ れ わ れ が 樹立 した.
血 清学 的 解 析:羊 赤 血 球 にproteinAを 結 合 させ
たindicatorcellを用 い たproteinA(PA)mixed
hemadsorptionassay5)}こて行 った 。Terasakimi-
croplateに細 胞 株 を撒 き,一 晩 培 養 後抗 体 を10μ1
加 え室 温 に て40分間 反 応 させ,つ ぎにindicatorcell
を加 え40分後 に%rosetteformationを顕 微鏡 下 に
測 定 した.
mAbK2.7の 作 成:os-Rc-2をBALB/cマ ウ ス
に免 疫 し,そ の脾 細 胞 とNS・1を 細 胞 融 合 した.
cloneのscreeningはOS-RC-2に対 す るPA
assayにて 行 った4).
免 疫 組 織 学的 解 析:手 術 お よび 剖 検 よ りえ られ た 各
正 常 臓 器 お よび 癌組 織 は 迅 速 凍結 し,-80℃ で保 存
した ・ 迅 速 切 片 をcoldacetoneまたは2%para-
formaldehydeにて10分間 固定 し,VectastainABC
kit(VectorLab.Burlingam,CA)また はperoxi-
dase結合 兎 抗 マ ウスIg(DAKOCorp.,Santa
Barbara,CA)を二 次 抗 体 と して 用 い たindirect
immunoperoxidasc法を 用 いた.
ADCC法:ヒ ト末 梢 リ ンパ 球(PBL)はlympho-
cyteseparatingmediumによ り分離 され た,Cr-5i
で ラベ ル され た 標 的 細 胞,希 釈 され たmAbK2。7と
PBLを 混合 し,96穴のmicroplateにて4時 間 培 養
後,そ の 培養 上 清 の 放 射活 性 を 測 定 し%cytotoxicity
を 算 出 した.
CDC法:標 的 細 胞 をTerasakimicropiateで一
晩 培 養後,希 釈 したmAbK2.7を 加 え,37℃ で45
分 間 反 応 させ た あ と,さ らに希 釈 した ヒ ト血 清 を 加 え
37℃ で4時 間 培 養 した.methanolで10分間 固定 し,
Giemsa液に て染 色 した あ と生細 胞 を 数 え,%cyto-
toxicityを算 出 した.
結 果
PAassayを 用 い た 血 清 学 的解 析 に よるmAbK
2・7の特異 性 の解 析:ヒ ト培 養 細 胞 株 に 対 す るmAb
K2.7の反 応 性 をPAassayに て 検 討 した.31株 の
RCC株 の うち25株(81%)が 反 応 した.し か し,他
臓 器 由来 の培 養 細 胞50株の うち2株(4%)の み が反
応 した,免 疫 原 と して 用 い たOS-RC-2の 提 供者 よ
り確立 したEpstcin-BarrvirustransformedBcell
と も反 応 しなか った(Table2)・
免疫 組 織 学 的 解 析 に よ りmAbK2.7の 特異 性 の解
析:凍 結 切片 をcoldasetoneまた は2%parafor-
maldehydeで固 定 した.正 常臓 器 につ い ては,腎 尿
細 管,精 巣,子 宮,Fallopiantube,大脳 小 脳 、 胃,
大腸,foreskinと反 応 す る も,そ れ 以 外 の 正 常 臓
器 とは 反 応 しな か った(Table2).癌組 織 で は,腎 癌
72例中66例(92%)が 陽 性 であ った(Table3).Iow
grade,highgradeに関 係 な くほ とん どの 症例 が 陽性
で あ った.他 臓 器 癌60症例 で は,胃 癌 の1例 のみ 陽性
で あ った(Table3).
CDC活 性11株 のR.CC株 に対 す るmAbK2.7
の反 応 性 をPAassayで 血 清学 的 に検 討 す るに,9
株 は 陽 性 で あ り,2株 は 陰 性 で あ った.陽 性 の9株 で
は,各 細 胞 株 間 で そ の反 応 の強 さが 異 な った(Fig.
2A).正常 ヒ ト血 清 を 用 い たCDC活 性 を 調 べ る と,
血 清 学 的 に陽 性 で あ った9株 は殺 され,陰 性 で あ った
2株 は 殺 され なか った.殺 され た9株 に 対す るCDC
活 性 は 血 清 学 的解 析 に よ る 反 応 の 強 さ と 相関 した
(Fig.2B).早期癌 お よび進 行 癌 を 含む9例 の 腎癌 患
者 の血 清 を 用 い たCDC活 性 を3株 のRCC株 につ
いて 検 討 した.正 常 ヒ ト血 清 をpositivecontrolに
用 い た.9例 す べ て の腎 癌 患 者 の 血 清 は 正 常 ヒ ト血 清
と同 程 度 の抗 腫 瘍 活 性 を 示 した(Fig.3),
ADCC活 性:ま ず 正 常 ヒ トPBLを 用 い てOS-
RC・2を標 的 細 胞 に し,mAbK2.7の 至 適濃 度 を検
討 した.Fig.4の ご と くmAbK2.75μg/m1にて最
も強 い 抗腫 瘍 活 性 を 認 め た.抗 体 の み で は,RCC株
は 殺 され なか った.以 下 こ の 濃 度 を 用 い てADCC
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活性 を 調 べ る に,Table4の ご と くPAassayに て
強 く反 応 したSK-RC-18,-7,-56に対 して,mAbK
2.7は強 い 抗腫 瘍 活性 を示 した.し か し,ADCC活
性 の強 さは個 体 間 で 差 が認 め られ た.PAassayに て
mAbK2.7の 反 応 性 が 弱 か ったRCC株 に 対 して
はADCC活 性 は 弱 か った.つ ぎ に,CDC活 性 を 検
討 した9例 の 腎 癌 患 者 のPBLを 用 い て,3株 のR-
CC株(SK-RC-7,-56,-18)に対 す るADCC活 性
を測 定 した.臨 床 病 期 に 関 係 な く9例 す べ て の症 例 は
有意 にADCG活 性 を 示 した.ま た,ADCC活 性 は

















































































































































































































が,ADCC活 性 は 示 さな い.Scholzらは,Yo且i-
gosaccharideに反 応 す るmAbBR55-2(lgG3)の
isotypevariantを作 成 し,CDCとADCCの 活 性
を 比 較検 討 した,そ して,IgG3とIgG2aが 最 も強
い 活 性 を示 した と報 告 した7).Weltら8),Hellstrom
ら9)やChereshら10)はmalignantmelanoma関連
抗 原 で あ るgangliosideGD3に対す るigG3mAb
を作 成 し,malignantmelanomaに対 してCDCと
ADCCの 活性 お よび 動物 実 験 で抗 腫 瘍 効.果の あ る こ
とを 報告 した,Weltら8)は,ま た25種類 の他 のiso・
type(lgGI,IgG2a,IgG2b)のmAbはま った く
CDC活 性 を示 さな か った と述 べ た.以 上 よ り,IgG3
mAbは 腫 瘍 特 異 免 疫 療 法 を 行 う うえ で有 望 なisotype
で あ る と考 え られ る.第 二 に 重 要 な こ と は,抗 体
結 合 部 位 の 数 で あ る.Weltら8)はGD3に 対す る
mAbR24のCDCとADCCの 活 性 を22株のma一
且ignantmelanomaにつ い て 検 討 し た.CDCと
ADCCの 活 性 と抗 体結 合 部位 の数 は 明 らか に 相 関 し,






















































































































































































末 梢 血 か らeffector細胞 を分 離 して い る.Ortaldo
ら1Dは,GD3に 対 す るIgG3mAbMB3.6を 用 い
て 末 棺 血か ら分 離 した 種 々 のeffector細胞 のADCC
活 性 を 検 討 した.最 も活 性 が 強 か っ た の はIarge
granularIymphocyte(LGL)であ り,monocyteや
T細 胞 に は活 性 が 認 め られ なか った と報 告 した.ま た,
chondroitinsulfateproteoglycanのcoreproteln
に 対 す るIgG2amAb9.2.27を 用 い た場 合 に は,
や は りLGLの み がADCG活 性 を示 した が,MB3.6
に 比 しそ の活 性 は 弱 か った.こ の こ とよ り,Ficoll
gradientにて 末 梢 血 よ り分 離 され たeffector細胞 内
























































であることが多い.よ って,最 も多 くの癌細胞や癌組
織 と反応するmAbが 理想であるが,こ れには限界
があるた めに他の抗 原に対す るIgG3mAbと の
併用が望まれる.ま た,抗 原量が少な く,CDCや
ADCCに 必要な抗体結合部位数に達 しない癌細胞に

















述べた,われわれの結果 では,す べての腎癌患 者に
ADCC活 性を認めたが,これらの相違は癌の種類に
より患者血液中のLGLの 比率が異な るのか もしれ

































なお,本 研究の一 部は厚生省がん研究助成金 「進行腎がん
の新 しい治療法 の開発 に関す る研究」班2-21の分担研究(モ
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